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起i砂ゆ境.を解l明列すれ;ば!， ~I!ごう:IJ~ f.な どの D;'\A 仏合*1:'1 11 と D:'\A との~Y%(iドJ111 " :作
1の研究に息不的な情報を提供すると与え られる。
Investigation 01 interactions between small molecules 
and DNA ι 
Extraction of simple models from the interaction 
ι 
Providing a scafold for understanding more 
complicated interactions such as proteln-
DNA Interactions 
Figure 0・1The ultimalc aim of lhis sLudy. 
恥L
CH，sSS 
Esperamicin A， Elsamicin A 
Figure 0・2Chcmical SlruClures of cspcramicin A} and elsamicin A. 
- 2ー
4. DNAに結合する能)J1':加えて D'¥i¥鎖を般化的に切断する能)Jを持つ。




















エスペラミシンAlの化学構造は 19R7年にBnSlol・Mycrs$qUlbb 社の研究 ~llí によっ
て決定された (Figure1・1・l戸-7。その構造は7点において新舟である。第・に.心臓
部母紘として lふジイン・3・エン桃jS(エンジイン構造)を備える。その， iT~車li介民
主は 13C-NMRで比較的特異な 085-95ppm 領域に守.ノドの t~i 一線として認められ，
この炭ぷ・と Sp2炭紫との県松IIlJ2次元 NMRを解析することで，このエンジイン判
殊構造は解かれた 第二に，天然化介物としては極めて判}~な f リルトルスルノイ
ド恭を 13位に備える。後で述べるように，この部分は DNA切断れ)1)を[;u!tfjするたflti.-の純物は向ikされ洗*:kされているため，人I'Jにとって析しい考え方と方向を
町1/)とする。制1iftJ/t:'J:物質エスペラミシン八tは D、A，こ結合し I f'白]11・Fに DNA鎖を切
断するように IÏ~べによって巧妙に.;-'ザインされている。そのm造の新奇性や興味深
い DNA切断慣例のため.1，(j綜抗生物質であるカリナ zミシンと共に1非小の科学










~r_ スペラミシン八1 は肱純11.1 AClInomadur.1 vcrrucososporaから 1手紙された分r.呈約
11(X)の!k'l:物質である。 1IJX5 1にBmlolMycrsの Doylcらによりアルゼンチンの
PlO Espcr.ulIaからtkUsされたζとから.このエスペラミシンという名がつけられたlo
その市IJ備前十J:は驚穴的であり，特科'，!H¥時刻1胞のjMMを 1 3 pg/mしの操皮で阻止す
る。マウス将仙のl'1(U泌p3以. s・16:.1/，色肌. LCWlS ij，!J flfJ~~， のx刷協に対しでも :t，­
しL、tJ・UH¥続的性がみられる lれよれらの泊性はアドリアマイシンの数千倍・の怖に達し




ているのは f遺伝[.そのものである D、A，J)切所 J1，ごと考えられている。脳細胞は
増殖が非常に述く D'¥IAも択に近いので Dλ八切断分子に弱いからである。 lji尖，エ
スペラミシンAl はチオールのようなマイルドな還J[;刑のイiイ五ドで D~A il'tを切断す
ることが知られており8( その D:'-lA切断活性:.t非常に強}Jで鋲 nMの濃)J[でも有



















例えば. S'-AGGArrCCT. S・-AGGC/GCCT. 5・-CGGA庁CCG. 5・GGGA斤CCC.
7・AGAG/CTCfなどがある。これらのオリゴプリン/オリゴピリミジン配列には



















Figure 1-2・1 Asymmelric DNA 
cl凶 vagepallem in lhe minor gr∞ve of 
DNA hclix. In lhe minor groove， lhe 
proximal deoxyriboses on opposite strands 
arc shift吋 ω山e3・-side.
Figure 1・2・2 Complcx of netropsin 
wilh S'-AA TT・3'in lhe minor gr∞vc of 
DNAω. Circles wilh dOLS represenl lone 
pairs of N3 of punncs and 02 of pynml-
dines. Putalive hydrogcn bonds are il1uSl-
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Figure 1・2・4 Comparison of DNA clωvages by espcramJCIOS and calichca-micin 
Yl 1• (A)百 c5'-labclcd ollgomer 1 was incubatcd wilh espcramJcIn A 1 (EPM A 1， 
1anc 4)， calchcam'CJn Yl' (CLM， 1ane 5)， espcramicin C (EPM C， )anc 6)， or 
espcramicJO D (EPM 0， 1ane 7)， and subjecLCd 10 15% gcl clccLrophoresis. Lane 1 
shows JntaCl DNA a1onc. Lancs 2 and 3 are山eMaxam-Gllbert scqucncmg laddcrs 
for C+ Tand G+A. (B) Hilolograms of U1e cl叩 vagepancms. The clωvagc frcqucncJes 
wc陀 obtainαIfrom dcnsitomeLric scan昌oflhe ge1 aUloradiogram shown in (A).有le
"d" prωcnts a doub1cl band， め切断位置に変化がない。
プラスミドこの現象がオリコ.マーに特異なものではないことを証明するために，
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が得られた (Figure1-2-8) この性質も DNAの長鈎に関わらない性質である。
Figure 1・2・6Produclion of 3'-phosphoglycolale lermini， 
‘Z U (8) 
(A) h 切~ 主 c凶~ 
d 
h ‘u d υ 
~....，-~~ 




esperamicln A， callcheamicin y， C 帽" - -ーー-A・5
G 
CGGACG・3・





2 3 4 5 
エスペラミシン Dはエスペラミシン CからさらにチオメチJレヘキサピラノース







Figure 1・2・7Comparison of DNA cleavagcs by cspcramicins and calichca・micin
YI1， (A)百lC5'-labclcd oligomcr 2 was incubalcd wi山 cspcramicinAI但PMAI， 
lanc 1). calichcamlcin YI1 (CLM， lanc 4). or cspcramicin C (EPM C， lanc 5)， and 
SubJCClCdω15% gcl clectro-phorcsis， Lanc 1 shows imacl DNA alone. Lanc 2 ISlhc 
Maxam-Gilbcrt scqucncing laddcrs for C+ T. (8) Hislograms of lhe cleavagc pallcms. 
Thc clcavagc frcqucncics wcrじoblaincdfrom dcnsilomctric scans of lhc gcl 





決定するのか l この答えも谷である 。 IJ~ J::. A.iyarらは三持部分のみ(エスペラミン





























espersmicln A， csllchesmicln y，' エンジイン部分と二給部分を介わせた全体協造(エスペラミシンC)にあると考え
???
?
? ? ? ?
???
??? ? ?? ??
られる。
Figure 1・2・8 Comparison of DNA 
clcavages by csperamiclns and cahchea-
mlcin 111 using lhe 5・or3'-labelcd 190-
bp 8amHI・Sphl針agmcnlfrom pBR322 
DNA.百 e"d" presenLS a doublel band. 
4 工スペラミシン Cの疎水性が DNA結合には重要である
エスペラミシンA，とカリテ・ 1 ミシンYllの特異性の起源はエスペラミシン Cにあ





を調べた DNA 切断効本は I~J 環状プラスミド pBR322D:'\IA t・).Jする反応外;から容





c・，.cl、.m1clny，' をデンシトメーターで定立すれば DNA切断効率が評価jできる。Figure1・2・1 は.そ
のようにして得たJ スペラミシンC の D~A 切断効併に対する無機阜の影腎を示し

















form 1 form 1 form 1 
Figure 1・2・10 Cleavage of plasm.d DNA. Changes among forms I・11









SAl T ("'1) 
0' 
Figure 1・2・11 Effccl of inorganic臼Its
on DNA cUlLing efficicncy of csperamicin 
C. Plasmid pBR322 was damagcd by 
espcramicin C with incrcasing concenl-
ralions of salts (0・0.4M). (A) Compa-



































Figure 1ふ 12 S巾 maucrcpresen!2tion showlOg that theωlectivi的 of


















この結果は椛者を全く驚かゼた。なぜなら AT~益法片の連続する DNA と Gct起
草対を含む DNAとではマイナーグループの幅や形拡が全く異なるからである つ
まり x#1主主占品4目立i解析やヒド LJキシlレラジカ Jレ解析によると， AT 地)，I;Mの述税す
る DNAのマイナーグルプは特別扶くなっているからである33・400




















とエスペラミシン Zによる他令体のpr二色ヤLスペFigurc 1・3-4は DNAオリゴマー 1
























































咽・-A-5 エスペラミンンZの結介によってホスト DNAがやJのコットン効果は変化しており，A 
この構造の変化がここで，らかの構造変化を強いられていることをポ唆している。A 
いかなる構造の変化なのかという疑問がリしる。esperamicin C 













円二色畦スペクト Jレ ~i 50%エタノ-)レや 80%エチ〆ノグリコールti，l在でのスペク
エチレングリコー Jレ溶液中で測定すると，
143;， 
Figure 1ふ 2Comparison of DNA clcavages by espcramicins and calichea・micin
Y1 1• (A) Thc 5'-labeled ohgomcr 3 was incubalcd with cspcramicin A I (EPM A 1， 
lane 2)， calichcamicin YI1 (CLM， lanc 3)， or cspcramicin C (EPM C， lanc 4)， and 
subjected to 15% gel clcctrophorcsis. Lanc 1 shows intact DNA alonc. (8) HislO-
grams of Lhc clcavage patlcms. Thc clcavage frcqucncics were obtaincd from 
densitometrlc scans of lhc gcl aUloradio-gram shown in (A). Thc "d" prcscnLS a 
doub1ct band. 
-22ー
Figure 1・3・6 Clrcular dlchrOlsm 
speClra of oligomcr I (2.9μM) In 50~時
elhanolic SOIUIIOI1， 1 10% mClhal10llc 
solulion， in 80% clhylcl1c glycollc 
SolUlion， and tn 10% mculanolic soluuon 
wilh 8μM cspcramlcln Z. Each ¥<111】lじ
contained 20 mM Tns・1('1(pll 7 5) and 






















(nm) WAVE lENGTH 
-400 
2200 
Figure 1・3・3Tradilional division of minor-groove binders. 
Figure 1・3・4 Clrcular dlchrOlsm 
spcclIa of ohgomcr 1. Various amounLS 
of espcramicin Z wcrc addcd 10 a 10% 
melhanolic solullon (1 mL) conLalOlOg 
2.9μM ohgomcr 1， 20 mM Tns・HCI




Less Hydrated Hellx 
Figure 1-3・7 Schcmalic rcprcscn凶lionfor the DNA blnding pr侃 CSS()f 
espe即 nicinAt・
Normally Hydrated Helix 
C"持がエ↓
Figure 1・3・5Chcmlcal sLrUCLUrC of espcrarnicln Z 
-25--24-
Figure 1・3・8 Effecls of organic 
solvcnlS on lhe ralc of clcavagc of 
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0.5 ，。5 4 3 2 ドpBR322DNA (form 1)を)1いた。l主導となる 5%エタノー Jレ中で弱い切断のみが
エタノール濃度を増加させ>LられるようにエスペヲミシンA.の漉肢を 2nMとし，
Figure 1・3・9 (A) Cleavage of duplex 4 (see Figur巴 1-4・り by espcramiclO AJ 
wIlh incrcasing conccnualions of clhanol: lane 2， 10%; lane 3， 20%; lane 4， 30%， 
lane 5.40%_ Lane I shows IltaCl 4 alone. (B) Quanlltation of Lhe c1cavage bands by 
scanning densilomeuy. 









結果と 一放している， DNA duplcx 4 (Figurc 1・4・1)を基質とした場合， 10%エタノー
Jレ小に比べ 30% エタノ-)レ"，では切断~rtvJtは約二倍となった (Figurc 1-3-9)。この際，
切断館所に変化はなかった。










~とめた。 その結果，エタノール 10% 小では Ka = 1.3 X 104，エタノ-)レ30%中では
Ka = 3.4 X 1げであ Jた。ζの夫験で用いられた反応条件 (1mMジチオスレイトー
ル， 20ll，ylU 反応)では全てのふスペラミシンAIが活性化されるので，エスペラミ




以上の:.lf験によ っ て 5'-AAAA斤γ門の認識を説明することができる。
7・AGGA庁CCTのような GCj~U，~j.jを合んだ配列と比校して 7・AAANITTT 配列の
マイナーグループ:;t特別狭いが33・40. この扶いマイナーグループを安定イヒしている
のは spincof hydrallollという JI<fl分子の述なりと ・般に考えられている36.45，46
-28-
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t・z阿帽mlclnl1 (5) 
Figure 1ふ 10Cleavagc of 5 by cspcraITIlctn A 1 (1). (A) AUloradlogram 
showing clcavage pro<luclS in a 10% clhano]Jc Solulion. (8) AUloradlogram 
showing clcavage prO<lucLS in a 30% clhanolic solution. Thc conccntralion of 
5 ([5]) wぉ lixedto bc 50μM. Thc ratios [cspcramicinl/(5) wcrc 0 (Ianeり，
0.5 (Ianc 2). 1.0 (Ianc 3)， 1.5 (Ianc 4)，2.0 (Ianc 5). 4.0 (Iane 6). 10 (1加 e7) 
and 20 (Ianc 8). The products wcre scparatβd on 15% scqucncing gcls. (C) 
C1伺 vagecfficiencies acquired from panels (A)加 d(8). Lincs wc児問lculated
according to the formula E=I/2[(X+J+l/CKa)・((X+1 + I/CKa)2-4X) lf2J. 
where E. C， X，加dKa are c1eavagc cfliciency， [5). [espcramにm)/[SJ.and the 
binding constant for thc tnlCraclion. rcspecuvcly. This formula was obtaincd 
from thc cquilibrium 5 + drug付 5・drug.Thc drug conccntralion at which 
half山巴DNAisclcavωcoπesponds to I/Ka. 
-29-





Figure 1・3・11 Mlnor-gr∞vc geomelry of solvenl in 5'-AA 1寸・3・.(A) 
Crossed spheres arc oxygen aloms of water molecules.whose presumed 
hydrogen-bond IOlCraCllons are命'3wnas山inlanes36. (B) Idea1iL.ed diagr釘nof 














3では duplcx2の 3・木綿にある 一つのヌクレオチトを取りムったo duplcx 4では
duplcx 2のループ部分の京縛を放った。ょの :つの duplcλ は末端のほぐれのために
ヘリックスのn由度が高まるはずである
2 ヘリックスの熱的柔軟性
duplcx 2 - 4の熱動的采秋ヤ1;をUV融解曲線で評価した， DNA捜Ijtを2.5μMに
固定した時の UV融解曲線を FigurcI・4・2に示す。 -メド鎖構造がj昆I!.[により解かれ


























3 60 66 
4 20 
Fi2ure 1・4・1Schemallc dlagram of the base sequences of duplexes 2・4.
The arrowhcads仰 IOllO lhe-nucleolldes cleaved by csperamlcin A 1・(1)
Mclllng lcmpaalurcs ('fm; 2.5μM strand conccntrallon) and van l Hoff 
cmhalpy changcs (d.I人悦)of cach oligonucl∞llde wcrc obtalOcd at 2ωnm 10 





Figure 1・4・2 U1travlo1cl 
mc1ling curves of dup1cxes 
2・4.αislhc fraclion of 
lotal changc in absorbance 
upon lhcrma1 dcnalurallon. 
The data wcrc takcn 10 2.5 
μM dup1cx， 10 mM Tns-
















(.1尺JはUV融解曲線の形状を分析することで得られる4952" -)J， dup1cx 4の融
点温度は渡良に人きく影智される。なぜなら二分子問会合だからである。融点温度
の逆数対 10g濃度をプロットし，その傾きと切片から&代"がれjられる49・520 伴ら
れた dup1ex2 - 4の dH""は融点温度とともに Figirc1-4・1にまとめられている。
これら=さつの什成duplcxが品々なヘリックスのfHll皮ををもっモデル)1む質である乙
とカfわカ、る。
3 エスペラミシンA1による duplex2 - 4の切断
ホスト DNAγおけるヘリックスの柔軟性がエスペラミシンの結合に|対係するな
らば，エスペラミシンAIは Iより硬い JDNA，こ対して低い切所前性を発現するは








率は大きく 1:持している，すなわち切断強度;:dup1cx 2 < 3 <<4の町iに11)1して
いる。しかし dup1cx3とdup1cx4のHlJの変化が;f.'しい -)jで， dupkx 3 と2の相




このような一障壁を特別に高いものとしているのであろうと筆者・は解釈している。Esperamicln + 2 
「一一一一一一一一一一1
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5' 11 10 9 8 
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-圃園，
3 2 
エスペラミシン ・カリチ J ミシンは新しいタイプのマイナーグjレープ私介分fで





結合によりDNAの構造が変化し， ~薬物はDNAのマイナーグループのql に4鳩与される j
この知訟を発展させて泡基配列認践の起源を接、ることがで宅る。ということになる
Figure 1・4・3 Clcavage of ollgo-
nuclcotidc duplcxcs by csμramicin A1 (1). 
(A) Autoradiograms showing clcavagc of 
duplcxes 2 (Iancs 4-7) and 4 (Iancs 8・11). 
Drug conccntration was vaned: lanes 4 and 
8.0.2μM; lancs 5 and 9， 1.0μM; lancs 6 
and 10， 2.0μM; lancs 7 and 11， 10μM. 
し加c1 shows in凶Cl2 alone. Lancs 2 and 
3 arc thc Maxam-G ilbcrt scqu巴ncing




? ? ? ?
? ?
(1)ホスト DNAの[柔らかさj11$ 。，~ 0$ 0 ~‘。









































エスペラミシンA，. C. 0はBriSL01-MyersSquibb社のTerrcnceW. Doy1e博士.小
西正降博士により供給されt.ものを使用した。カリチェミシンyJはAmerican
Cy加訓，dLぷ耐Ic研究所G∞rgcA. El1cs凶博士により供給されたものを用いた。プラ
スミド pBR322DNAは Eschcn・'ciacol i C600 から l~_離した。バクテリアアルカリ性フォ
スフアターゼ.T4ポリヌクレオチドキナーゼ，各特:制限酵点は T拙.araから購入し





DNA オリゴマーは ApphωBlosyslcm~ 社の 391DNA 令成装慨を用いて国相フォス
フォアミダイト法により合成した。結合を行った後.20%アンモニア水によって
DNAをカラムから切りliし，省、栓して 55ccで8時間処理した。滅f漉縮後，逆相
C'8 カラムを~泊した IIPLC によりジメチルトリチル)t:を有する DNA のみを分取し
た。治tl¥は0.1M トリエチル/ミン・酢酸緩衝液 (pH7.0)中.5 -50%アセトニト
リルのl(i・線濃j立勾配で訂った。この際，流述は1.0mL/minとした。減圧漣縮後，
80%M般裕被(!30 mm処珂し.溶政除去後.?えさに 0.1M トリエチJレアミン・酢
般緩街地 (pl7.0)をJIえ..:L テルで三日l洗浄し，逆相 C18カラムを装泊した
HPLCにより 1的物をさらに柏盟した。定JILはそれぞれの DNAオ リゴマーの紫外
線吸光!良から ~ I ' n した。
オリコヌクレオチドの 5・末端標識
DNAオリゴヌクレオチドの 5・ーふ端標識はポリヌクレオチドキナーゼお よび
[y_32PIAγpを11.、てh.>た。 t~ø最後. 7 M尿ぷ司を含んだ 15%ポリアクリ Jレアミドゲ
ルを JIJ いた1也会u永励によって4全~~ DNAをさらに精製した。
エスペラミシンA，によるオリコヌクレオチド lおよび 2の切断
A京湾的なJ:i.J.r_.治法(令早:20μL) ，ま 0.2μMエスペラミシンA， (エスペラミシン
Cの場合は 2μM.エスペラミシンDの場合必 40μ川.カリチェミシンy.'の場合は
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0.2μM) および 1mMジチオスレイトール.3 pmole ~端掠捻 DNA を含み. 20 




Jレを 60μLと3M酢酸ナトリウム溶液 (pH5.5) 5μLを加えエタノーlレ沈殿を行うこ
とで反応を停止し. DNAを回収 した。それぞれの DNAサンプルに 5μLの泳動朋
緩衝液 (95%ホJレムアミド. 10 mM EDTA. 0.01%プロモフ zノールブルー)を加
えてよく撹持したものを電気泳動用サンプルとした。む気泳動は 7M JiX.ぷを合んだ
15%ポリアクリルアミドゲJレを川い.TBE緩衝液中 (89mMトリス・ホウ般(pH8). 










反応溶液(全:.;: 20μし)は 0.2μMエλペラ 4シンAI (エスペラミンンCの場合
は2μM.エスペラミシンDの場合は 40μM. カリチJ 、シンyJの場令は 0.2μM)
および ImM ジチオスレイトール，微11の末端I~，票持 DNA. 0.4μg -f午胸腺 DNAを
合み.20mMトリス.場酸緩衝液によって pHや 7.5とした 以後Lこクfオスレイ
ト-}レを加えることで切断JjJ.r_・を開始し. 37 Cで 7mm政[r.....た後./j(冷エタノ
ーJレを 60μLと3M酢般ナトリウム治法 (pH55) 5μLをJIlえエタノー Jレ沈殿をqrう
ことで反応を停Ilし.DNAを[1ばしたe それぞれの DNAサン!}レ，こ 5μLの旅動
JTJ緩衝液 (95%ホlレムアミド， 10 mM EDTA， 0.01%プロモフ zノーlレブルー)を
加えてよく撹枠し， -H_ 900Cで・分間処理したものをむ気泳動川サンプルとした。
む気泳動は 7M尿素を合んだ 15%ポリアクリ JレアミドゲルをJlIい.TBE緩衝液中




反応溶液 .全日:20μL.・ま 02μMエスペラ、 γンCおよび ImMジチオスレイ
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トー Jレ， 0.4μg pBR322 DNA， 0.1 M NaCl，枝々な漫l交の無機地を含み， 20 mMト
リス .tM般緩衝1&1:よってがiを7.5とした。 0.1M NaCIはDNAのイオン交換効果
を股小限仁抑えるためにJIえられている。最後にジチオスレイトーJレをJ[)えること
で切断JxJi:，.を開始し， 20 C で 5mln肱置した後，氷冷エタノールを 60μLと3M
m般ナトリウム市浪 (pH5.5) 5μしを)JIえエタノーlレ沈殿を行うことで反応を停止し，
DNAをいl収した それぞれの DNAサンプJレに 20μLの泳動月l緩衝液 (10%グリセ
ロー ル， 0.05%プ{Jそフ J ノーJレブルー)を加えてよく撹件、し， 65てで・分間処理
したものを'tlt気泳!JiIJ川サン J'}レとした。電気泳動は 0.5μg/mしのエチジウムプロミ
ドを含んだ 1%アガロースゲJレをJIい， TBE緩衝波中 (89mMトリス・ホウ酸 (pH
8)， 2 mM EDTA) 100 vで約 30分IJ電気泳動した。続いてトランスイルミネータ
上のゲJレをポラロイド 665フィルムを用いて搬影し，そのネガをレーザーデンシ







円二色tI.-^ ベクトルは Ja¥coJ・720をJIJI、て測定し，セルは ShimadzuS・260SPR・8
によりi副主制御舟行ョた， 01M N品CI，20 mMトリス.出般(pH7.5)， 2.9μMオリ





エスペ JミシンAIによる pBR322DNAの切断は全日 40μLの!又応溶液中で 250C
10minで行っt:.o叩 mMト ス.;包舷(pHを7.S)，04地 pBR322DNA，そして様々
な舟の有機部伐を合んだ 36μLの溶液をま 1'¥'仇し， 25てで ωmm政院した後，
:.I.A ペフミシンAIのエタノール溶液を 2μLJnえる 以後にジチオスレイト-}レを
2μL }J!，えることで'1):'"反・5を開始した。長物とシチオスレイトールの最終捜度は.
それぞれ 2nMレ ImMとした。乙の柴物混l虻は有機出奴濃度を変えてもプラスミ
ドのフ 1 ・ム JE換かピ~.L • ¥るように設定してある。氷冷エタノールを 120μLと
1M酢般すトリウム部被 (pll7.5) 5μしヰrえエタノーシ沈殿を行うことで反応を停




プロミドを合んだ 1%アガロースゲルをmい， TBE緩衝液'11 (89 mMトリ λ ・ホウ
酸 (pH8)， 2 mM EDTA) 100 vで約 30分間71L丸泳動した。続いてトランスイルミ
ネーター仁のグルをポラロイト 665フィルムをJIいて蝿影し，そのネガをレーザー
デンシトメーター (LKBM凶cl2222 Ullro・ScanXL) :を月h、て解析することで.プラス
ミドのそれぞれのフォームの瓦中を行，た。
d(AGGCCT) との結合定数の評価
反応溶液(10% または 30%エタノ Jレ溶液で全51は 20μL) は保々ならtのエス
ペラミシンA，および ImMジチオスレイトー Jレ， 50μM d(AGGCCη(5 )，微量 (<2
pmolc)末端様識 5，0.1 M ~、JaCI を合み， 20mMトリス.ι般緩径11世によって pHを
7，5とした。コンフオメーシ 1ン変化を平衡状態とするために， f長物とジチオスレ
イトーJレを加えるがJに少なくとも 1U.Jllj 4 oCに肱lU:した。蚊t去に長物とジザオスレ
イトーJレを加えることで切断反応を開始し， 4 Cで20h位置した後.凍結乾放した
それぞれのサンプルに 5μLの泳動川緩衝滅 (95C7トホルムアミド， 10 mM EDTA， 
0.01% プロモフェノ ルブルー)を加えてよく撹作したものをな気泳動川サンプル
とした。 7E丸泳動は 7M以来週を合んた 15%ポフアクリルyミドゲJレを用い.γBE
緩衝液中 (89mMトリス.ホウ酸 (pH8)， 2 mM EDTA) 2∞OVで約 1時IJ氾気泳
動した。得られたオートラジオグラムとゲルを、H~べてパノドを分取し ， バンドの放
射能を BcckmanLS 18∞をJIいて計測すること明切断効棋を求めた 結合した荒物
はすべて DNAを切断すると似定して(すなわち切断幼本が薬物の払合している;則
合を去すと依定して)，データを 5+ drug H 5・drugの手術にフィットさサること




duplex 2-4の合成は第二節で行ったものに槻ずる。 duplcxの混HUi260 nmの紫外




それぞれの測定溶液は 10mMトリス.極限(pH8.0)， 0.1 mM NaCIを合み，全日




$himadzu SPR・8で行うとともにセ jレ内温度を ChinoDBIO∞によりモニターした。
二状態遷移と近似し.広くmいられている方法により， 6尺"と Tm(触解温度)の
値を求めた。ヘアピン構造の&尺H は融解曲線の形状を分析することで得られる




レイトー lレ， 0.1 mM NaCl， 160.2 pmo1eの DNAdup1ex，微量(<2 pmo1c)の末端標
議dup1cxを合み， 20 mMトリス・塩酸緩衝液によって pHを 7.5とした。対照標準
の反応溶液には焼物の代わりに同じ量のエタノー Jレを加えた。薬物とジチオスレイ
トー Jレを加える 1坊にいったん 900Cで 5分間加温し，室温までゆっくりとさました
後， fl}ア三一リングのため少なくと も1時間 40Cに放置した。最後に弟物とジチオ
スレイトーJレを)JlIえる ζとで切断反応を開始し， 40Cで 60min放置した後，氷冷
エタノーJレを 60μしと 3MM'酸ナトリウム溶液 (pH5.5) 5μLを加えエタノール沈殿
を行うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプjレに 5μし
の泳到IJIJ緩衝被 (95%ホJレム Yミド， 10 mM EDTA， 0.01%プロモフエノーJレブル
ー)を加えてよく撹作したものを屯気泳動用サンプルとした。む気泳動は 7M尿点
を合ん介 15%ポリアクリルアミドゲJレを用い， TBE緩衝液中 (89mMトリス・ホ
ウ般(pH8)， 2 mM EDTA) 2α)()Vで約 1時間電気泳動した。塩基配列の作]定はマ
キサム・ギルバ ト n~t・より行った 68。切断強度はレーザーデンシトメーター
仏KBMαJcI 2222 UhfO-$can Xし)を用いて評価した。
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BrisLOI-Myersの Konishiらにより ElSalvadorで採集されたことから， このエJレサミ
シンという名がつけられたl。その制癌活性は強力であり， マウス P388Icukcmiaお
よび、B16m巴lanomaに虫ずし， ト 8mg/kgJdayの投与でT/C2∞%以 iの活性をぷす1.2。
化学構造は 1987年に BnsLol-Myersの Sugawaraらによって報告されており，既知
の制癌抗生物質チャート Jレシンに似ていることが切らかにされt-(Figurc 2・l・1)3。す
なわち， それらは[tiJじチャータリン骨掃のアグリコン部f-"を仙えているが.結鋭部











































あれば，in vilroでも Df¥Alj合と D'¥JA鎖切断がエルサミシンAに制策されるはず
である。実際，第二節で詳述するように，エJレサミシンAは:価の欽イオンと還元
斉IJの存在ドで DNA鎖を切断する。しかも，その DNA5i1切断はグアユンの 3・側に
隣接するヌクレ:ナチドに特異的であり.エルサミシン入は D刈A鎖切l祈とJ益法認識








ドigure2・1-1(A) Chcmlcal SlrUClurcs of clsamlcin A and chanrcusin， (B) 
Computcr.gcncratcd pcrspcctivc drawing of thc X.ray mωcl of clsamicin A， 
























エルサ ミシンAによる プラスミド pBR322DNAの切断
エJレサミシンAによる DNA切断能を評価するために，閉環状プラスミド pBR322
DNAを基質として用いた。閉環状プラスミド(c.C. C.; Form I)は一本鎖が切断され
ると開環状 (opcncircular; Form I)となり，さらに切断されると直鎖状(Iinω;Form 
Iりとなる (Figure2・2・1)。これらの形状変化はアガロースゲJレ電気泳動によって容易




断活性は激増した。 Figure2-2-2のレーン 1:および 2は，ジチオスレイトールと
FeS04存在下でのエルサミシンAによる強い DNA切断活性を示している。 薬物議
度 15μMで4min反応させるとプラスミドのほとんどは FormII ~こ変換され， 薬物
損度 30μMでは DNAはフラグメンテーションしている。還元剤の称好lを変化させ
たとこ ろ，アスコルビン酸>ジチオスレイトー Jレ>2・メ Jレカプトエタノー Jレ>




以上の実験によって， ~を-rí'は眼鏡細胞でのエルサミシンA による DNA 切断を ln
vitroで再現することに成功した。生体内に存在する鉄イオンや還元斉IJを利川してエ
JレサミシンAは DNAを切断していると考えられる。
form 1 form 1 form 11 
2 切断の塩基配列特異性
. .， 





明らかに， 二佃jO)$?"イオンとジチオスレイトー JレのイヂイEドでエ lレサミシンAはグア
ニンの3・側に隣接するヌクレオチドを切断していることが分かる。切断の強J.{[はグ
アニンの3・側に隣接する塩基に依存しており， S'-GG領域が忠も強〈切l抗されてい
Figure 2・2・1 Clcavagc of plasmld DNA. Changes among formsト11
陀prcscntCxlCnt of clcavagc. 




Figure 2・2・2 Agarose (1 %) gcl clectrophorcLlc pallcrns of clhidium 
bromldc-山IncdpBR322 DNA aflcr汀ωtrncnlWI山clsamlclOA (Iancs 5 and 
6)， N .acclyl clsamlctn A (lancs 3 and 4)， and chaflrcusin (lancs 1 and 2). Thc 
samplcs conlalOcd 0.8μg of pBR322 DNA， 20 mM Tns-HCI buffcr (pH 
7.5)， fcrrous sulfalc (thc cquivalcnl conccntrations 10 lhosc of drugs)， and thc 
folowlOg addiLlons: chartrcusm (Ianc 1，30μM and lanc 2， 15μM)， N-acclyl 
c1samlcin A (Ianc 3， 30μM and lanc 4， 15μM)， and c1samlcin A (Ianc 5， 30 
μM and lanc 6， 15μM). Lancs 7 and 8 show controls with fcrrous sulfalC 
(30μM and 15 11M， rcspccLl¥'cly) in lhc abscnce of drug究， and lanc 9 prcscnls 
intacl DNA alonc. Thc陀aCllOnSmixlurcs wcrc Incubalcd al 37 oC for 4 min 
in lhc prcほnccof dilhiolhrcllol (1 mM). 
エルサミシンAは 267nmの光で励起すると 465nm付近に蛍光を先する100ζ の
蛍光を利川して， DNAとの結合を抑制iすることができるopoly[d(G・C)hをエルサミ
シンA の消波に加えると蛍光スペクトルは変化し，拡大蛍光波長は 1~披 i主制1] にシフ
トする(FigぽC2.2・4). 465 nmの蛍光強度の変化によって結介定数を抑制すると，お











Figure 2・2・3 Histogram showing ONA-cI凶vagesites by elsamicin A. 


















まずエルサミシンAの C61まに存有するフ I ノール基の解離状態を悶べた。エJレ
サミシンAのぷ溶液を塩酸で滴定したところ， ω般に特イfの滴定IUJ線が何られた
(Figu陀 2・3・2A)。半等量点の pHを読むことで pKaは6.3と評価されたJ さらにエル
サミシンAの可視吸収スベクトルを pHを7.2，6.0， 5.0に変化させてJ祖IJしたとこ
4致しt-(Flgurc pKaとろ，等吸収点を 431nmに持つ明らかな 三状態遷移を示し.
-55ー
Figure 2・2・4 Effect of poly[d(G・C)]2
on山cOuorcsccnce spcctrum of clsamicin 
A. Poly[d(G-C))2 was addcd 10 a solution 
of 5μM巴IsamlcinA at pH 8.3. Conccnt-
rations of polyld(G-C)h wcre O. 10.20， 
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Figure 2・3・2 (A) Tilralion of 
clsam ic in (100μM) wilh HCI (B) 
Vislblc absorption spccLra of cl泊mlCIOat 
pH 5， 6.and 7.2. Samplcs conl31Ocd 40 
μM clsamicin and 10 mM sodlum 
cacodylalc bufcr. 
2・3・2B)。その二つの基底状態を確認するために.竜水中で pD7.7から 6.0に変化さ









DNA 鎖を切断することが知られているからである。もしも C6付:のフ 1 ノレートア
ニオンが鉄錯体形成に|刻'j.するのであれば，エjレサミシンAは低い pHでは鉄銘体
を形成できないはずである。こ の点を調べるために.pH 7.2とpH5.0で鉄仰1)銘
体の ESR (電子スピンJtl.tj)スペクト jレの測定を行った pH7.2では.g= 4.3の
高スピン鉄(1m錯体が検出され，エJレサミシンAがpH7.2で鉄錯体を形成すること



























Figure 2・3・3Schematic representation of the chemical shift changcs in 1 H NMR 
tnduccd by varytng pD (pD 7.7→6.0). PosiLive numbers indicaLc downfield shifts 
upon decreastng pD. 
-唱』、』ー ー・
Figure 2・3・.ESR spcct.rum of the e1samlcln-Fc(I1I) complex aL pH 7.2. 
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活性も乏しいはずである。実際，プラスミド pBR322DNAを川いて DNA切断能を

















るカ Jレボニル法の般1~ が鉄 (1りイオンに配位し 1 1錯体を形成していると忍えら
れるo _:Pi~ð目立子としてのエ lレサミシンA はかさ高いので，エ JレサミシンA はづ〉
子しか配位できないのであろう。さらに還元剤が存イ上すると，この内スピン鉄銘体
は触媒的にヒドロキシjレラジカJレを発生して DNA鎖を切断していると与えられる










Figure 2・3・5 (A) ESR spcClrum of a 
spin adduct of N-tert-butyl-α-phcnyl-
nitronc. Conditions: I mM clsamicin， 0.2 
M sodium cacodylatc buffcr (pH 7.2)， 10 
mM FCS04・10mM dilhiolhrcilol， and 
0.1 M N-tert-bulyl-α-phcnylnitronc， 25 











。Figure 2・3・6EffcCI of varying pH on 
DNA clcavagc cfficlcncy of thc c1samlcin 
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Figure 2・3・7 VlSlblc ab雪orplion
spcctral changcs of clsamlclO (250μM) 
on lItratlon wllh Co(N03h al pH 7.2. In 
lhc inscrl， salurallon al 450 nm IS shown 









Figure 2-4-1 Analysis of 3・-lcrminl00 
a 159b DNA sequcnclng gci Thc pBR322 
DNA rcstriction fragmcnls labclcd al lhc 
y・lcrminus wcre incubalcd wllh 15μM 
Fc(I1)-elsamicin A (lanc 3)， or 1μM 
Fc(II)-bleomycin (Ianc 4). Lancs 1 and 2 
show the Maxam-GilbcrL C+ T and G+A 


























Figure 2・4・2Analysis of 3'-lerminl on 
a 15% DNA sequcncing gcl. Thc pBR322 
DNA rCSlriction fragmcnls labclcd al 5'-
cnd wcrc incubalcd wilh 15μM Fe(1り-
elsamlcin A (Ianc 4)， 15μM Fc(lり-
clsamlclO A followcd by T4 polyouclco・
ldc klOase (Iane 5)， orDNasc I (Ianc 6). 
Lancs 1・3shows intacl DNA alonc， lhc 
Maxam・GilbcrtC+ T， and G+A rcaclions， 
rcspcctively. 
、 ? ? ? ? ? 。












































次に 5・と 3・-ぷ端にイF記すると思われるリン酸J去の確認を行った 3・-末端に存在
するリン般)t:はT4ポリヌクレオチドキナーゼ処坦によって靴訟できる。 T4ポリヌ
クレオチドキナーゼi訂正い pHで 3・-脱リン酸活性を持つことが知られており 16，こ
れを利川する。 Figurc2・4・2の lane4と5を比較すると， T4ポリヌクレオチドキナ






OR I UltにJ)Lわれていることが分かる。消えたバンドはマキサム.ギルパート法のマー トカーと?以泳動度が・致していたバンドであり，新しく現われたパンドは DNase1 
によって切断されt.もの(Iane6)と泳勤度が同じである。DNascIは3・-水般4末端




RO-P-O--. " o yv、vOH




























2 C4・-hydroxylated abasic 部位の検出
3・.ホスホグリコール般末端はラジカルによって C4・の水ム原子が引き抜かれた
場合に生じる切断末端としてよく生1られている。デオキシリボースの C4・位からの
水~原子'ìI ~!J). さは.プレオマイシン・鉄 (11) i~H，:9.17・ 19ゃネオカルチノスタチン
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Figure 2・4・3 Delecllon of C・4・
hydroxy1al吋 abasicSilCS. A porllon of thc 
standard rcaclion mixlurc was LrcaLαJ with 
hydrazinc prior lO gcl clcclrophorcsis 
(1anes 4 and 6). Lancs 3 and 4 Show lhc 
陀acLIon鈎mplcLrcalcd by Fc(H)・clsamiCtn
A. Lancs 5 and 6 indicalc lhc samp1c 
lrcaLCd by Fc(lI)-bleomycin. Lancs I and 2 
show C+ T and G+A laddcrs. Thc 
pyri也zincdcnvaLIvcs of C-4・hydroxylatcd
producLS migrale slower lhan lhc corrcs-
ponding phosphate producLS. 
Figure 2・4・4 Produclion of frcc 
cylosinc. Thrcc nmo1 (bp) of polyld(G 
C))2 wcrc Lrcalcd wilh various conccOl-
raLIons of Fc(II)-clsamicin A al 37 oC for 
30 min. Each rcaCllon mlXlurc was 
analyzcd by HPLC叫Ulpμdwi山μBonda-
pack Cl8 column， and lhc amount or 
C ylOSI nc wa s dClcrm i ncd b y U v 
absorpuon. 
4 C4・位の水素原子引き抜き
以上の尖験でInJ定した DNA切断民物をまとめると， 5・および 3・.リン酸末端.












生じる 3・-pyrid.vio)・Imclhyl ，右端を定jttするこ とでなされた)その結~・， 3'・ホスホグ
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Elsamlcln A Ch.rt.rln Ch・rtr・usln
(A) Elsamicin A 
ーーー
Figure 2・5・1 Chemical SlruClures of elsamicin A， chanarin， and 
chartreusin. 
(8) Chartarin 













』? ??Figure 2・5・2AUloradiogr創nsof a 10% polyacrylamidcn M urca slab gel 
c1CClropho陀sisfor scqucnce analysis. (A) 5・-end-IabelcdpBR322 DNA (Sa/I-
DraII fragmcnl， 128・bascpairs) was clcaved by elsamicin A (Iane 3，10μM)， 
charlarin (Ianc 4， 20μM)， and chanrcusin (Iane 5， 20μM) in lhe pres巴nceof 
ferrous sulfal巴 (10μMfor elsarnicin A and 20μM for chanarin and 
charlrcusin) and dilhiOlhrcilol (1 rnM) al pH 7.5. Thc rcacLIon mixlures 
comaining cach drug wcre incubaLed al37 oC for 5 min (Iane 3)，20 min (Iane 
4)，or 10 min (Ianc 5). (B) 3'-cnd-labeled DNA (lhc complcmemary slrand of 
lhc same fragmenl) was CI回 vedby clsamicin A (Iane 3， 10μM) in lh巴same






Figure 2・5・3 HisLOgrams of DNA-
cuuing siles by elsamicin A (A)， 
charwrin (B)， and charlreusin (C). Rcla-
live DNA clcavagc frequcncics wcrc 
oblained from densilom巴lricscans of U1e 
gcl autoradiograms shown in Figurc 2・5・
2. The hcighlS of the bars rcprcscm lhc 
relalive cleavagc intcnsilics al lhc 




no drug control 
Time 
Figure 2-5-4 Inhibition of sall-induced B→Z lransilion wilh elsamicin A. 
Samples conlained 0.16 OD/mL poly-[d(GC)]z， 2.5 M r、~aCI ， and 1 mM sodium 
















ることが知られている (Figurc2 5 5戸 グアニンの N7f立をアフラトキシンBIによっ
て修飾した後にふルサミシン.欽(1)銘体によって切断したところ，切断パターン
にj~~~~ はなかった (Figurc2-号6)..また， シトシンの C5イ、IがグルコシJレイヒさせてい
る1'4ファージ D、A. -~・Iする説flltlを蛍光測定によって検討したところ.グルコシ
ル化されていない全県体T4<JCDNAに対するものと非常・に近かった(Figurc2・5・7)。グ













Figure 2・5・6 DNA-clcavagc pallcrnち
of elsamlcJO A afLcr prCLrCalmcnl wlLh 
dlsLamycln A (Ianc 4) or aOatox 10 B 1 
(Iane 5). Aflcr lhc prcLrcalrncnl of lhc 
DNA fragmcnL. Lhc DNA clcavagc rcac 
llons wcrc carncd Oul wllh clsamiclO八
(15μM) in lhc p閃scncc01' dilhiOlhrcilol 
(1 mM) and fcrrous sulfatc (15μM) al37 
C for 5 min. Lancs 1 3 show intact 
DNA alonc. lhc Maxam Gllhcn scqucn 
clOg rωCll()n for A+G. and cl泊mlClnA-








T4 dC DNA 
C4・位の水Jfは DNA二重ら旋のマイナーグループ中にあり，切断している。
。 。









Figure 2ふ 7Effecl of T4DNA釦 dT4dCDNA on lhe fluorcsccnce speClrum of 
clsamicin A. The DNAs wcrc added ωa soluLion of 5μM elsamicin A al pH 8.3. 





















ジャーグループは変化させない。Figure 2・5-8 SlrUCIUrC of the WalSon-Crick GC base pair. 
その 1つの 5'-00スアツと.筆者は二つの 5・-GGステップを含む DNAduplex 1 
、，、.プのうち一方においてグアノシン (G)をイノシン(1)に慌換したものを介成した。













Figure 2ふ 9Chemical SlruClure of distamycin A， a lypical minor-gr∞ve 
btndcr. 
-78-
四節で述べた 3'・リン酸末端と 3'-ホスホグリコール酸本端の生成と 一致している。
G・8を1で置き換えた duplcx2では(Iane8) G・9での切断が見られなくなっている。




















Figure 2・5・10Comparison of UlC GC basc pair wilh Lhc IC basc pair. 





































































C エルサミシンAを結合させた後に DNas巴Iで処理すると GC塩法対にある。事実，









Fig仰ure2ふ 12 Companson of SLr肌口an
c∞omplcx in oliぼgon川ucle∞oudedu叩plc干csl -~ (Iancs 7下-10).Each 5'・labclcdduplcx 
was Lrcalcd wiUl 5いMclsamicin in Lhc prcscncc of 5μM FcS04 and 1 mM 
dilhiolhrcilOI. Lancs 1-4 show 111ωCI duplcxes 1・4.The Maxam-Gilbert 
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まずエJレサミシンAは C6付フェノレートアニオンの酸京と隣接するカルボニ Jレ
て座自己位子としl錯体を形成する。基の酸素によって鉄 (11)イオンに配位し，Figure 2-5-13 Pnnclplc of lhc DNasc 1 foolpriming cxpcrimcm 10 delect 





















Figure 2・5・14 DNase 1 foolprinling 
wilh elsamlcin A. The DNA samplc 
prcincubalcd with clsamicin A (40μM; 
lane 5) was digωled wilh DNase 1. Lanc 
4 shows nO drug control. Lancs 2 and 3 
創-e山cMaxam-Gilt泥rtsequencing laddcrs 







































































/ アミノ基の代わりに水般)~を備えるチャートルシン釘 DNA 切断前性はエ一方， N.ジメチル体においてN-メチル体.JレサミシンA に匹敵しており (Figure2.2・2)，











N- アセチル体の DN八に対する結合能を ;J~J ペ
2 
ング尖験及び蛍光消光夫駁を行ない，
lhe GN-Sl巴pFigure 2・5・1S Thc proposed sequcncc of cvcnls In
rccognilion and clc.avagc by lhc clsamiclO plus Fc(lI) syslcm. 
-85--84ー
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Figure 2・6・5Schcmalic reprcscnlalion for lhe Swilch-funClion of amino 
sugar. 
Figure 2・6・4 EffcCl of poly[d(GC))2 
on lhe fluoresccncc sμctrum of N-acclyl 
elsamicin A.η1e DNAs wcrc addcd lO a 
Solulion of 5μM N-acclyl clsamicin A al 
pH 8.3. Concentralions of DNA wcrc 0， 
10， 20， and 30μM (bp). Excitalion was 
at 267 nm. 
。 。











Figure 2・6・3 AUloradiogram showing 
DNasc 1 fOOlprints wilh clsamicin A and 
N-acctyl elsamicin A. The DNA prc・
incubatcd wilh clsamicin A (Ianc 4， 15 
μM and lanc 5， 30μM) and N-acetyl 
clsamicin A (Iane 6， 15μM and lanc 7， 
30μM)， and nativc DNA (Iane 3) wcre 
digesled with DNase I.Lanc 2 shows thc 









カリ性フォスファターゼ， E. coli DNAポリメラーゼクレノウフラグメント， T4ポ
リヌクレオチドキナーゼ，各種制限酵素はTakaraから購入したo [y戸P)ATPなどの






標準的な反応溶液(全量:20μL)は 15μMエルサミシンA と当量の FcS04およ
び lmMジチオスレイトール， 0.8μg pBR322 DNAを合み， 20 mMトリス・塩酸緩
衝液によって pHを 7.5とした。最後にジチオスレイトールを加えることで切断反
応を開始し， 370Cで4min放置した後，氷冷エタノーjレを 60μLと0.2M EDTA 
および3M酢酸ナトリウム溶液(pH7.5)をそれぞれ2μLを加えエタノ-)レ沈殿を行
うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプlレに 20μLの泳
動用緩衝液 (10%グリセロール， 0.05%プロモフエノールブルー)を加えてよく撹
枠し， 650Cで一分間処理したものを電気泳動月jサンプルとした。電気泳動は 0.5μg
ImLのヱチジウムブロミドを含んだ 1%アガロースゲjレを用い， TBE緩衝液中 (89











KANAMYCIN B N~ 





































pBR322 DNA断片の 5・および 3・.末端標識
pBR322プラスミド DNAを制限酵素 SafIで処理した後， 5・.末端をバクテリアア
lレカリ性フオスファターゼにより脱リン酸し， T4ポリヌクレオチドキナーゼと
[y _32p]A TPによって標j龍した。標識した DNAをさらに制限酵素 白羽目で切断し，非
変性ポリアクリルアミドゲJレ電気泳動 (5%)により精製し，目的とする 7・末端探識
Bam叩・ SafI断片を得た。一万， 3・.末端の標識は， E. coli DNAポリメラーゼクレ
-91-
Figure 2・6・6 Slructures of ncomycins， hybrimycins， and kanamycins. 
Thc arrows indicatc the SilCS of N-acclylation by k創1amycinacety1lransfcrasc 






反応治法(令弘:20μL)は 10μMエJレサミシンAと当量の FeSO.および lmM
ジチオスレイトーJレ，徹Aiの末端掠識DNA，0.4μg子牛胸腺 DNAを合み， 20mM 
トリス-~般緩衝披によって pH を 7.5とした。最後にジチオスレイトー Jレを加え
ることで切断bti.I:.を開始し， 370Cで 5min放置した後，氷冷エタノー Jレを ωμL
と0.2M EDTAおよび 3M酢酸ナトリウム溶液(pH7.5)をそれぞれ 2μL加えエタ
ノーJレ沈殿を行うことで以応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプ
ルに 5μLの泳動川緩衝液 (95%ホJレムアミド， 10 mM EDTA， 0.01%プロモフェノ
-)レブルー)を加えてよく撹作し， 一旦 90oCで一分間処理したものを電気泳動用
サンプjレとした。 íl1~泳動は 7 M 尿ぷを合んだ 10% ポリ アクリルアミドグJレを用
い， TBE緩衝液'1'(89 mMトリ ス.ホウ酸(pH8)， 2 mM EDTA) 2α)()Vで約 2時
1日;江主t泳動した。t益法配列のfri]定はマキサム・ギルパート法により行った11。切断








小刷ガヲス容時Ijqこ， 1∞μMのエルサミシンAを合む 5%メタノー Jレ水溶液
(令制:20 mし)を人れ，ここに 0.01N HCI 溶液を少量ずつ加えた。pH値は
Honba F・13によって測定した。
核磁気共咽 (NMR)スペクトルの測定
IH NMRスペクト Jレの測定には YarianXL・氏泊を用いた。 DCIによって pDを調節
し，約 1mgの，;:lをDlO: CD}OD = 8 : 1中で450Cにて測定した。DSSを内部機
W'l-し， TOCSY， DQF-COSYおよび NOESYにて帰属を行ったι (観察された
NOEは次ペ一一挙煎)
電子ス ピン共鳴 (ESR)スペクトルの測定




プルは 50%メタノーjレ水裕被とし，エJレサミシンAとFeSO.をそれぞれ 1mM， ヵ
コジJレ酸緩衝液(pH5または 7.2)を0.1M含んでいる。数分肱irtすることで銘#.を
空気般化させた後， ESRチュープに入れ，液体窒素中で測定した。スペクト Jレは Eド
均化した。スピン捕捉尖験ではスピン捕捉剤として N-Ierl-bulyl-α-p恥nylnitroncをm
いた。 N-Iert-bulyl-α-phenylnitroneは非常に安定なスピン付加体を形成する利点を持っ





反応溶液(令也:20μL) は 2.5μMエlレサミシンA と吋中の FcSO.および l
mMジチオスレイトーJレ， 0.4μgpBR322DNAを合み， lOmMカコジJレ般緩種!被に
よって pH を凋節した。股後にジチオスレイトールを加えることで切断反J.~. を開始
し， 250Cで 5min 肱1ftした後，ij(冷エタノーlレを ωμLと 0.2M EDTAおよび
3M酢般ナトリウム溶液(pH7.5)をそれぞれ2μLを加えエタノール沈殿を行うこと
で反応を停止し， DNAを[!司収した。それぞれの DNAサンプJレに 20叫の泳動川緩
衝液 (10%グリセローJレ， 0.05%プロモフェノーJレブルー)を加えてよく撹作し，
650Cで 4 分10処理したものを電気泳動用サンプルとした。電気泳動は 0.5μg/mL
のエチジウムプロミドを合んだ 1%アガロースゲルを用い， TBE緩衝液".(89 mM 
トリス.ホウ般(pH8)， 2 mM EDTA) 100 Vで約30分間電気泳動t，t- 続いてト
ランスイルミネ ター上のゲJレをポラロイド665フィ Jレムを用いて撮影し.そのネ




可視吸収スペクト Jレの測定は B民同釦 DU・640を用いて行った。測定サンプJレは










の級衝液 (20mMトリス・極酸(pH6.6)， 20 mM塩化マグネシウム.10mMβ メ
ルカプトエタノーJレを合む)に溶解し，つづいて 6unitの T4ボリヌクレオチドキ
ナ ゼを加え， -時間 370Cで政置した。一方， 5'-リン酸の除去はバクテリアア Jレ
カリ件.フォスファターゼの 5・.フォスフアターゼ活性を利用して行った。エJレサミ





エJレサミシン・欽(11)銑体によって切断された標識 DNAを20μLの 1∞ mM
hydrazinc hydrochloridc (pH 7.0)に溶解し.5分間900Cで放置した。 DNAはエタノー
ル沈殿によってluJlXした。
遊雌場基の検出
)jJ~.溶液は 3nmolc (b邸cpair) poly[d(G・C)]2.20mMトリス.温椴緩衝液(pH7.5). 
雄々な訟のエルサミシンA.1 mMジチオスレイトーJレ， 1 mM FeSO，を合む全量50
μLの水溶液とした。370Cで30min反応させた後，直接 HPしCで分析した。カラ



















若した HPLCによりジメチJレトリチル基を有する DNAのみを分取した。溶出は 0.1
M トリエチJレアミン・酢酸緩衝液句H7.0)中.5 -50%アセトニトリlレの血線温度
勾配で行った。この際，流速は 1.0mL/minとした。減圧漉縮後， 80%酢敵溶液で




7 M 尿~を含んだ 15% ポリアクリルアミドゲjレで電気泳動し，様識 DNA をさらに
精製した。
duplex 1-4の切断
反応溶液(全世:20μL)は 5μMエルサミシンAと当量の FcSO，および lmM





min放置した後，氷冷エタノーJレを ωμLと3M酢酸ナトリウム溶液ωH5.5) 5μL 
を加えエタノーJレ沈殿を行うことで反応を停止し.DNAを回収した。それぞれの
DNAサンプJレに 3件の泳動用緩衝液 (959もホルムアミド， 10 mM EDTA， 0.01% 
-95-
プロニEフェノ-)レブルー)を加えてよく撹排したものを電気泳動用サンプJレとした。
沼気泳動は 7M bJ(，.#を合んだ 15%ポリアクリルアミドゲルを用い， TBE緩衝液中
(89mMトリス・ホウ般(PH8)， 2 mM EDTA) 2(削 Vで約 2時間電気泳動した。
泡)t;配列の同定はマキサム・ギJレパート法により行った110切断強度はレーザーデ
ンシトメー ター仏KBMωc12222 U1時 ScanXL)を用いて評価した。
DNse 1フットプリンティング実験
J)lJ.e.，溶液(令量:20μL)は5・.末端標識DNA断片(約 2(削 cpm).超音被処理
した子'ド胸腺 DNA4μg，1 mM MgCI2， 40μMエルサミシンAを含み， 20mMトリ
ス・出般緩衝液で pHを7.5とした。(エルサミシン金属錯体によ るフ ットプリン
7・イング実験の場合は. I杭量の金属イオンを加えた。) 200Cで30min放置した
後:， 0.0035 unilの DNasc1を加えて 200Cで 1minインキュペートした。 250mM
EDTAと3M酢般ナトリウム治液(pH7.5)を合んだDNasc1反応停止液を 5μL加
え，エタノーlレ沈殿を行うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの
DNAサンプjレに 5μLの泳動川緩衝液 (95%ホルムアミド. 10 mM EDTA， 0.01% 
/ロモフェノーJレブルー)を加えてよく捜作し， 90 oCで1min加温し急冷したも
のを屯丸泳動川サンプJレとした。電気泳動は 7M尿点を合んだ 10%ポリアクリ Jレ
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rをづ|き抜いて.グアユンの 3'側で DNAを切断することが予想される。 DNAの切
断純物を追究したところ， /]<，伝説(f引き抜きはデオキシリボースの 4・位で起こって
いるとι-えられた。
他方，エルサミシンA から!~~ i貨を除いた場合でもグア三ン ~.r}'宅性は保持されてお
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りません J .t艮とな って支え，-!:となって育ててくれた多くの)Jがありました。ある
ときは師であり，あるときはいl僚であり，あるときは家払であり，そして常に世間
の人々と天地白然でしたω%となりえたことに深く感謝放します。
-102-
